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El incremento de residuos sólidos contaminantes como el plástico afecta muchos ecosistemas y 
también afecta a la salud humana porque se acumula en botaderos, rellenos sanitarios y en el 
ambiente (Muthukumar y Veerappapillai, 2015). Anualmente en el Ecuador se registran alrededor 
de 200.000 toneladas de residuos plásticos. Por esta razón se efectúan métodos (reciclaje, 
incineración, etc.) para reducir el agente contaminante sin embargo son costosos. El problema 
fomenta el estudio de mecanismos menos contaminantes y económicos para degradar este tipo de 
materiales. Por ello en esta investigación se analizó el potencial de un microorganismo antártico 
para degradar este residuo. En primer lugar, se produjo un cultivo fúngico donde se evaluó sus 
características morfológicas, bioquímicas y moleculares con el fin de identificar las propiedades 
que este posee. Se elaboraron 3 reactores por triplicado controlando los parámetros físicos. Al 
mismo tiempo, las muestras de polímero sintético fueron extraídas de bolsas plásticas y se les 
aplicó un protocolo de asepsia. Para facilitar la biodegradación se realizó el pretratamiento de 
envejecimiento térmico estandarizado. Así como también, la adaptación del Penicillium sp., al 
medio de cultivo dentro del reactor. Se calcularon en el reactor diferentes medidas como 
temperatura, caudal, y masa de CO2. Finalmente, se estipuló que la biodegradación obtuvo un P 
valor mayor a 0,05, por lo tanto los resultados no fueron estadísticamente significativos. No 
obstante el análisis bioquímico comprobó que el Penicillium sp., tiene una tendencia a producir 
lipasas motivo por el cual se construyó un apartado teórico para el aprovechamiento de este 
microorganismo integrando bioprocesos, características financieras, mercado e implicaciones 
legales.   






The increase in polluting solid waste such as plastic affects many ecosystems and also affects 
human health because it accumulates in dumps, landfills and in the environment(Muthukumar y 
Veerappapillai, 2015). About 200,000 tons of plastic waste are recorded annually in Ecuador. For 
this reason methods (recycling, incineration, etc.) are carried out to reduce the pollutant but are 
costly. The problem encourages the study of less polluting and economical mechanisms to degrade 
this type of materials. Therefore, in this research the potential of an Antarctic microorganism to 
degrade this residue was analyzed. First, a fungal culture was produced where its morphological, 
biochemical and molecular characteristics were evaluated in order to identify its properties. 3 
reactors were developed in triplicate, controlling the physical parameters. At the same time, the 
synthetic polymer samples were extracted from plastic bags and an asepsis protocol was applied 
to them. To facilitate biodegradation, standardized thermal aging pretreatment was performed. As 
well as the adaptation of Penicillium sp., to the culture medium inside the reactor. Different 
measurements such as temperature, flow rate, and mass of CO2 were calculated in the reactor. 
Finally, it was stipulated that biodegradation obtained a P value greater than 0.05, therefore the 
results were not statistically significant. However, biochemical analysis showed that Penicillium 
sp., has a tendency to produce lipases, which is why a theoretical section was built for the use of 
this microorganism integrating bioprocesses, financial characteristics, market and legal 
implications. 










En la anterior década, la industria produjo una gran cantidad de polímeros gracias a los 
derivados petroleros. Los materiales sintéticos son ampliamente usados en diferentes campos pues 
son la materia prima de innumerables productos (Peraza, 2017). La síntesis de aquellos materiales 
comprende un alta gama de recursos y actualmente es una de las industrias con magníficos ingresos 
produciendo toneladas del residuo sintético (Plastics Europe, 2015).  
La producción actual del polímero está ocasionando grandes acumulaciones en el 
ecosistema. El principal problema es que los plásticos son contaminantes al volverse desechos 
porque su composición química no les permite ser degradados naturalmente y en periodos cortos 
de tiempo. La mayor parte de residuos sintéticos desechados yace en botaderos rellenos sanitarios 
y en ecosistemas tanto marinos como terrestres (Reyes et al., 2020). 
Existen varios estudios sobre el tratamiento para reducir o alterar el material sintético 
(Espinoza, 2018; Jalil et al., 2013; Shah et al., 2008; A. B. Silva et al., 2018). Sin embargo, los 
mecanismos de reciclaje no son suficientes para la cantidad de plástico que se produce y desecha. 
Por lo tanto, se necesita de métodos más eficientes capaces de degradar el residuo sintético. En 
consecuencia, se desarrolló un procedimiento más económico denominado biodegradación, no 
obstante, es dificultoso hallar microorganismos que presenten dicha característica (Tokiwa et al., 
2009). Asimismo, existen otros parámetros como las condiciones y el medio que se va a emplear 
para que el microorganismo se desarrolle (Krüger et al., 2012). 
Se presentan estudios donde aplican tratamientos antes de la degradación biológica para 




pretratamientos permiten que los microorganismos accedan a su estructura molecular y lo utilicen 
como nutriente. El objetivo de la investigación es evaluar la capacidad del ascomiceto antártico 
para degradar residuos sintéticos mediante la fermentación a escala laboratorio, es importante 
mencionar que el sistema se encuentra en ausencia de nutrientes como carbono porque son 
remplazadas por el plástico. 
1.2. Definición de problema 
En las últimas décadas, la industria del plástico ha incrementado 12% su producción a nivel 
mundial, lo cual genera una mayor contaminación ambiental (Muthukumar y Veerappapillai, 
2015). Estos residuos sintéticos son perjudiciales para el ecosistema y la salud debido a que su 
paradero final son rellenos sanitarios, botaderos y ecosistemas marinos (García et al., 2006; 
Ramaswamy y Sharma, 2011; Reyes et al., 2020). Por esta razón, es considerado un contaminante 
global, y aunque solo el 10% se recicla, sus moléculas siguen siendo tóxicas (Hidalgo, 2019).  
En el Ecuador, se produjo un incremento en el uso de fundas plásticas, estas, así como 
también otros residuos equivalen al 11% de la basura total generada (Hidalgo, 2019). Al mismo 
tiempo, se encuentra en botaderos al ambiente y su tiempo estimado para una degradación natural 
requiere entre 500 y 3 000 años (Hapuarachchi et al., 2016). 
Debido al tiempo tan extenso para una degradación natural se deben presentar nuevos 
tratamientos que aceleren el periodo degradativo (Wei y Zimmermann, 2017). Por esta razón, 
aunque los métodos físicos y químicos que usan catalizadores y altas temperaturas para reducir la 
estructura de los polímeros, no es suficiente pues el resto del material no tratado sigue siendo un 
contaminante (Vidya y Growther, 2017). Por esta razón, es necesaria la búsqueda de métodos que 




1.3. Justificación  
Los polímeros sintéticos poseen una estructura química compleja (Coutinho et al., 2003). 
Son materiales con atractivo industrial debido a que es requerido y utilizado en una inmensidad de 
actividades (Espinoza, 2018). Asimismo, sus propiedades le otorgan cierta resistencia y 
elasticidad, por ello, realizar una descomposición natural es dificultoso (Shah et al., 2008).  
Los métodos convencionales para reducir la estructura del plástico tienden a ser lentos, 
costosos y no se efectúa un resultado completo (Hayden et al., 2013). En el caso del reciclaje, es 
un método eficiente para reducir los materiales sintéticos, no obstante, aquel proceso industrial es 
de alto costo y no sustentable para economías limitadas como en nuestro país (Espinoza, 2018; 
European Commission DG ENV, 2011; Shah et al., 2008).  
La biodegradación es un procedimiento económico y eficaz para minimizar el impacto 
generado por actividades antropogénicas (Hayden et al., 2013; Tokiwa et al., 2009). También, al 
compararlo con otras técnicas, la biodegradación no produce sustancias nocivas pues utiliza 
microorganismos que asimilan el material como fuente de nutrientes (Akhtar et al., 2016). En igual 
forma, conocer el campo enzimático de los microorganismos empleados en degradación es muy 
importante porque al modificarlo se puede acelerar la reacción en fermentadores (Wierckx et al., 
2018). Sin embargo aunque existen hongos y bacterias con potencial degradador de materiales 
sintéticos, requieren de condiciones adecuadas y equipos específicos para su desarrollo (Hazen et 
al., 2010; A. B. Silva et al., 2018).  
El tratamiento es una alternativa para reducir los desechos sintéticos (Shah et al., 2008). 
Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, la presente investigación evalúa la capacidad 
de un microorganismo antártico para degradar plástico en fermentación. Asimismo, se desarrolla 




1.4. Pregunta directriz  
¿El ascomiceto antártico propicia algún efecto degradativo en residuos sólidos? 
1.5. Objetivos 
1.5.1   Objetivo general 
Evaluar el potencial degradador de un ascomiceto antártico en residuos sólidos mediante 
fermentación. 
1.5.2     Objetivos específicos  
 Caracterizar bioquímicamente el ascomiceto antártico. 
 Establecer el potencial degradador del ascomiceto en distintos residuos sólidos.  
 Plantear un escenario teórico para el aprovechamiento biotecnológico del ascomiceto. 
1.6. Hipótesis 
El microorganismo tiene la capacidad de degradar los residuos sólidos por fermentación. 
1.7. Marco legal  
De acuerdo con las leyes estipuladas en la Constitución de la República del Ecuador, se menciona 
las siguientes normas que deberán tomarse en cuenta para el desarrollo del marco legal 
correspondiente al tema de investigación, los cuales son los siguientes: 
Art. 15 En donde menciona que el Estado promoverá, en el sector público y privado, el uso de 
tecnologías ambientalmente limpias. 
Art.25 El cual menciona que se tiene el derecho a gozar de los beneficios y aplicaciones del 
progreso científico. 




Art. 71 Ratifica que la naturaleza o Pacha Mama, donde se reproduce y realiza la vida, tiene 
derecho a que se respete integralmente su existencia y el mantenimiento y regeneración de sus 
ciclos vitales, estructura, funciones y procesos evolutivos. 
Art. 73 Detalla que se deberán aplicar medidas de precaución sobre actividades que causen 
deterioro en el ecosistema y alteraciones en los ciclos vitales. 
Objetivo 3: Garantizar los derechos de la naturaleza para las actuales y futuras 
generaciones. 
Promover buenas prácticas ambientales que aporten a la disminución de la contaminación, la 
conservación, la mitigación y la adaptación a los efectos del cambio climático, e impulsar las 














2. Revisión de literatura 
2.1. Desechos sólidos contaminantes 
Los plásticos en muchos países se clasifican como desechos sólidos (Li et al., 2019). El 
manejo de los desechos contaminantes generados es de gran importancia a nivel internacional (Pita 
y Díaz, 2012). Debido a las descargas de desechos sólidos en regiones costeras y botaderos, 
algunos países han puesto en acción medidas para reducir la contaminación (García et al., 2006). 
Sin embargo, al modificar su estructura puede generar monómeros y otro ingredientes nocivos 
para la salud y el ambiente.  
El escaso proceso de recolección y la inadecuada manipulación final de residuos son un 
grave problema (Reyes et al., 2020). Asimismo, los sistemas como reciclado y la incineración para 
tratar los desechos sólidos minimizan el daño ligeramente (Chaves, 2001). No obstante, el 
resultado de los métodos convencionales para eliminar los remanentes genera partículas que se 
dispersan en el ambiente (Jambeck et al., 2015). De hecho, existen herramientas innovadoras que 
generan estrategias para la adecuada gestión de los desechos.  
Los residuos sólidos urbanos contienen muchos elementos, en su mayor parte polímeros 
correspondientes a polietileno, polipropileno y cloruro de polivinilo (Arandes et al., 2004). 
También, son muy utilizados por su propiedades en la industria química, suministro médicos, 
operaciones industriales, etc., (Otero, 2003; Reyes et al., 2020; Rochman et al., 2013).  
2.1.1. Polímeros sintéticos 
Los polímeros son un conjunto de moléculas unidos por enlaces covalentes (Gomis, 2012). 




existen polímeros naturales como la celulosa, quitina, almidón, etc., (Cartaya et al., 2009). A 
diferencia de los sintéticos, los naturales son extraídos fácilmente y no perjudican al medio 
ambiente.  
Al acumular monómeros se generan polímeros de estructura compleja y difícil de observar 
(Rochman et al., 2013). Existen metodologías donde alteran la composición molecular del 
polímero para su estudio pero cabe recalcar que depende del tipo de polímero (García et al., 2006).  
2.1.2. Polietileno 
El polietileno es una molécula formada por monómeros de eteno (Tabla 1) (Guevara et al., 
2002). Su estructura es sencilla y no polar, sus enlaces intermoleculares y su temperatura de fusión 
son débiles (GOMIS, 2012). También, son polímeros de bajo peso molecular Y permite la 
penetración de moléculas en su composición e influye directamente en su resistencia (Coutinho et 
al., 2003; D. Zapata et al., 2012). 
Tabla 1  
Estructura química del polietileno 
Definición Fórmula 
Estructura del eteno 𝐻2𝐶 = 𝐶𝐻2 
Polietileno polimerizado 
⇜ −𝐶𝐻2 − 𝐶𝐻2 − 𝐶𝐻2 − 𝐶𝐻2 − 𝐶𝐻2 − 𝐶𝐻2 − 𝐶𝐻2
− 𝐶𝐻2 − 𝐶𝐻2  − 𝐶𝐻2−⇝ 
Polietileno molecular 
reducido 
[𝐶𝐻2 − 𝐶𝐻2]n 
Nota: Adaptado de Espinoza (2018) 
Los polietilenos de baja densidad son muy comunes, por ejemplo, se encuentran como 
bolsas plásticas, de manera que son benévolos con el ambiente, debido a su estructura y baja 
densidad (Rochman et al., 2013). Por lo tanto, a pesar de su propiedad hidrófoba y su resistencia a 




2003). Sin embargo, la acumulación de los elementos da como resultado una contaminación 
ambiental. 
2.2. Técnicas de degradación en residuos sólidos 
Los métodos para tratar los residuos sólidos consisten en estrategias físicas y químicas 
(Arandes et al., 2004). Existen muchos métodos que son basados en el tratamiento mecánico de 
materiales desechados disminuyen su estructura molecular (Varjani, 2017). Algo similar ocurre 
con el proceso químico, se aplica reactivos en la materia prima transformando sus elementos en 
componentes menos volátiles (Arandes et al., 2004). 
2.2.1. Microorganismos degradadores de polímeros  
La biodegradación es una técnica económica y ecológica que permite gestionar la 
contaminación (Varjani, 2017). Un aspecto importante de los microorganismos degradadores es el 
uso de fuentes de carbono para su desarrollo (Diorio et al., 2003). De manera que pueden actuar 
con fuentes renovables, las cuales proceden de plantaciones agrícolas o residuos sólidos 
contaminantes (tabla 2).  
Tabla 2  
Microorganismos con potencial degradador en distintos polímeros 




Penicillium simplicissimum YK 
Comamonas acidovorans TB-35 
Copoliéster Thermomonsporafusca 
Poli-cloruro de vinilo 
Pseudomonas chlororaphis 
Pseudomonas putida AJ 
Pseudomonas fluorescens B-22 









Nota: Tomado de la investigación de Shah et al. (2008) 
Se han realizado varios estudios para evaluar la capacidad degradadora microbiana donde 
se observa el empleo de las actividades enzimáticas fabricadas por los microorganismos pero el 
proceso requiere de condiciones específicas para su desarrollo porque al modificar su entorno los 
procesos bioquímicos pueden presentar resultados diferentes a los esperados (Akhtar et al., 2016; 
Emadian et al., 2017; Muthukumar y Veerappapillai, 2015; Saraswat et al., 2014). 
2.3. Antártida  
Es un continente inhóspito que cuenta con condiciones climáticas extremas y se encuentra 
muy aislado de los otros territorios (Izzaguirre y Malatoni, 2000). Por otra parte, cuenta con una 
superficie de 14 millones km2, contempla temperaturas que varían entre -30ºC a -65ºC y un 
máximo de 5ºC a 15ºC (Núñez y Barrientos, 2018). El clima es fuertemente influenciado por las 
zonas de baja presión (Teixeira et al., 2010). Se encuentra cubierto por nieve, el clima disminuye 
en la zona costera y es separada por profundos mares a su alrededor (Corsolini, 2009).  
El Ecuador pertenece al Tratado Antártico y cuenta con la estación Pedro Vicente 
Maldonado que funciona desde marzo de 1990. Se encuentra en la isla Greenwich dirigido por el 
Instituto Oceanográfico y Antártico de la Armada del Ecuador (INOCAR) donde ejecuta proyectos 
de investigación con instituciones privadas y públicas (Ordóñez et al., 2008). 
En la región Antártica se reportan contaminantes originados por actividades 
antropogénicas, metales pesados, los cuales son trasladados mediante corrientes de agua y aire, a 




imprescindible el desarrollo de herramientas biológicas que permitan reducir el impacto de las 
acciones humanas en el ecosistema antártico (Teixeira et al., 2010). 
2.3.1. Microorganismos antárticos 
A pesar de las condiciones climáticas y limitaciones en aquel continente, la cantidad de 
nutrientes y agua líquida permite el desarrollo de organismos en la Antártida (Camacho y 
Fernández, 2005). Al igual que, la variación en la estructura atmosférica, las bajas y extensas 
temperaturas son relevantes debido a que determinan la formación de microorganismos, su 
proliferación y la colonización en lugares específicos (Mario Comerio y Mac Cormack, 2004). De 
modo que, existen grandes colonias de microorganismos que se desenvuelven en zonas con fuentes 
nutritivas limitadas donde llevan a cabo sus funciones vitales (Bordese, 2008).  
La mayor parte de la biodiversidad en la Antártida se desarrolla en áreas fraccionadas libres 
de hielo y limitadas de nutrientes (Ji et al., 2016). Algo similar ocurre en estudios donde afirman 
que los microorganismos antárticos utilizan la biomasa que se concentra en su ecosistema 
(Pointing et al., 2009; Teixeira et al., 2010). Regiones tan restringidas no pueden ser estudiadas a 
profundidad debido a que cualquier perturbación puede alterar su desarrollo.  
2.3.1.2. Bacterias antárticas 
Los ambientes extremófilos son sistemas inusuales para el desarrollo de comunidades 
bacterianas de modo que las limitaciones de nutrientes y temperatura permiten a los 
microorganismos desarrollar características complejas y metabolitos secundarios que aseguran su 
supervivencia en el hábitat (Núñez y Barrientos, 2018). También juegan un papel importante en 
los ecosistemas debido a su capacidad de fijar nitrógeno y reducir los sulfatos presentes en el 




ubicación pertenecen a Actinobacteria, Cianobacteria, Proteobacteria, Acidobacteria (Chong et 
al., 2009; Pointing et al., 2009; Yergeau et al., 2007). 
2.3.1.3. Hongos antárticos 
Las limitaciones de fuentes nutritivas en los ambientes obligan al hongo a vivir en 
simbiosis con otros microorganismos (liquen y bacteria) (Ji et al., 2016). Por lo tanto, la tolerancia 
de hongos a condiciones ambientales extremas se debe a sus caracteres fenotípicos para persistir 
en escenarios hostiles y a su capacidad de metabolizar los nutrientes de compuestos que los rodean 
(T. H. da Silva et al., 2020; Selbmann et al., 2013). Asimismo, en estudios sobre grupos eucariotas 
se identifican comúnmente Basidiomycota y Ascomycota (Pointing et al., 2009; Selbmann et al., 
2013).  
Las comunidades microbianas extremófilas presentan una baja similitud filogenética con 
respecto a otros taxones en bases de datos mundiales (Pointing et al., 2009; Silva et al., 2020; 
Selbmann et al., 2013). La detección y estudio de hongos capaces de producir metabolitos de 
interés y desarrollarse en condiciones no adecuadas para otros es crucial (Sergio Ortega et al., 
2012). A pesar de la literatura sobre microorganismos antárticos, el conocimiento para aprovechar 
al máximo los organismos eucariontes es limitado. 
2.4. Caracterización de microrganismos eucariontes  
2.4.1. Identificación microbiana mediante características morfológicas 
Los sistemas tradicionales de caracterización fenotípica se basan en observación superficial 
de los microorganismos (Bou et al., 2011). Establecer los datos macroscópicos identificados en la 
placa es de gran importancia porque se definen detalles del hongo en el medio tales como su 




un organismo eucarionte, por ende, se efectúan otros procesos más minuciosos como la revisión 
microscópica.  
Un proceso tradicional es la observación microscópica donde se fija la muestra microbiana 
con calor en el portaobjetos y se visualizan sus detalles (Ñangada et al., 2010). También, se aplican 
técnicas de tinción que revelan la forma, estructura y tamaño del microorganismo en el 
microscopio (Bou et al., 2011). Se examina a profundidad con el lente de aumento de 100 X  y 
aceite de inmersión (Luján y Pajuelo, 2005).  
Este método permite la identificación de especies basándose en los resultados determinados 
en el microscopio tales como estructura, filamentos y esporas (Yan et al., 2016). Comparado con 
otras técnicas, aunque su desarrollo es sencillo y económico, la identificación con bases 
morfológicas no es confiable porque produce datos insuficientes para determinar especies (Bandh 
et al., 2011). Existen otros métodos como el bioquímico y molecular que son mucho más eficaces 
que la microscopia pero los reactivos y equipos a utilizar son costosos. 
2.4.2. Identificación microbiana mediante pruebas bioquímicas 
Existen numerosos equipos automáticos que determinan con múltiples pruebas enzimáticas 
en sustratos el microrganismo de estudio (Bou et al., 2011). Por otra parte, las herramientas son 
para microorganismos específicos debido a que poseen un sistema informático donde se evalúa los 
resultados (Bolaños et al., 2004). Aunque proporciona datos precisos, requieren de una base de 
datos en un ordenador y su precio es relativamente alto. Por ejemplo, los sistemas más comunes 
utilizados en microorganismos son: API (bioMérieux), Enterotube (BBL) y MicroScan (Almuzara 
et al., 2006; Bolaños et al., 2004; Han et al., 2018). 
Las enzimas extracelulares microbianas son las responsables de la mineralización de 




También se sabe que algunas enzimas responden positivamente a los cambios efectuados en su 
medio (Y. Li et al., 2019). Estos métodos requieren fuentes de carbono diferentes para cada 
actividad enzimática y microorganismo (figura 1). Los procesos enzimáticos se desarrollan en 
placas con cultivos selectivos donde requieren de factores específicos que revelen determinadas 
características en la superficie del medio (Sandri et al., 2011).  
La actividad enzimática extracelular microbiana permite comprender la reacción de 
hidrólisis producida en el sustrato por la asimilación de nutrientes (Tokiwa et al., 2009). A demás, 
las enzimas comprenden la sensibilidad de un microorganismo al medio que va a metabolizar (Bou 
et al., 2011). Es importante recalcar que la reacción de Los sistemas enzimáticos libere una señal 
al medio de cultivo (figura 1). Las enzimas se asocian al citoplasma rompiendo la pared celular y 
luego se produce la reacción por acción de un indicador (rojo Congo, azul de metileno, etc.) en la 
placa (Y. Li et al., 2019). 
Un procedimiento para evaluar la actividad enzimática extracelular microbiana es el p-
nitrofenilo (pNP), introducido en el sustrato (Jackson et al., 2013). Es importante mencionar que 
el método se cuantifica midiendo la actividad hidrolítica por espectrofotometría (Romero et al., 
2017). Los microorganismos son dependientes de los reactivos para generar la reacción pero no es 
factible para toda la comunidad microbiana por lo que encontrar sus nutrientes necesarios es 
imprescindible (C. Castañeda et al., 2018; Garza et al., 2011; J. González et al., 2010; Tokiwa et 
al., 2009).  
2.4.2.1 Actividad enzimática en lipasas 
Las lipasas (glicerol éster hidrolasas) son enzimas que presentan características muy 
interesantes que permiten su uso en campos de estudio bajo condiciones pueden catalizar 




microorganismos que catalizan la formación de enlaces éster (Macedo y Pio, 2005). Es 
conveniente que las enzimas posean un sustrato óptimo para producir una alta actividad porque en 
su ausencia la actividad enzimática no se desarrolla (Bornscheuer, 2002).  
2.4.2.2. Actividad enzimática en esterasas 
Las estereasas (carboxil éster hidrolasas) manifiestan una tolerancia al sustrato, 
concediendo el acceso a diversas fuentes de carbono y se presentan como biocatalizadores 
(Bornscheuer, 2002). Generalmente, se suplementa las placas con Tributirina. Incluso, los 
organismos productores de esterasas se caracterizan por el desarrollo de halos, la concentración de 
sustratos son determinantes para establecer si existe la actividad pero requiere de indicadores 
dispersos en el medio que forman un área que cubra la mayor parte de la colonia en la placa 
(Bornscheuer, 2002; J. González et al., 2010; Rodríguez et al., 2001).  
2.4.2.3. Actividad enzimática en celulasas 
Los microorganismos que degradan biomasa vegetal son identificados como productores 
de celulasas (Ramírez y Coha, 2003). La mayoría de estos individuos son hongos y para catalizar 
la hidrolisis de celulosa intervienen enzimas como la celobiohidrolasa (CBH) y la β-glucosidasa 
debido a la necesidad de desarrollar el hongo en los nutrientes del sustrato (Jackson et al., 2013). 
Su progreso se ve afectado por elementos físico-químicos y los hongos termófilos producen estas 
enzimas como reacción a los factores ambientales donde se encuentran(Ramírez y Coha, 2003). 
2.4.2.4. Actividad enzimática amilasas 
La actividad amilasa se ve influenciada por la presencia de sustancias inductoras (Diorio 
et al., 2003). La producción de la enzima se debe principalmente a las materias primas que 




almidón y se reportan en especies de los géneros Aspergillus, Cryptococcus y Saccharomycopsis 
(Garza et al., 2011; van der Kaaij et al., 2007).  
2.4.2.5. Actividad enzimática pectinasas 
Esta enzima desempeña un papel muy importante en la industria alimenticia, porque facilita 
su obtención y producción en diferentes productos como la fibra (C. Silva et al., 2004). La mayoría 
de los hongos poseen cantidades considerables de pectina pero para su activación requieren de un 
sustrato perteneciente a un grupo carboxilo que catalice su hidrolisis y permita su extracción 
(Sandri et al., 2011).  
2.4.2.6.Actividad enzimática en ureasas 
Bacterias y hongos sintetizan y forman enzimas extracelulares catalizando la reacción en 
el ecosistema (Y. M. Zhang et al., 2005). Utilizan materia orgánica para desarrollar actividad 
enzimática porque están involucradas en el ciclo biogeoquímico del nitrógeno principalmente en 
la hidrolisis de la urea en amonio (Pascual et al., 2002; Rivas et al., 2009). La modificación de las 
condiciones donde la diversidad microbiana prolifera, conlleva a un estrés y posteriormente la 
producción de metabolitos secundarios (Mario Comerio y Mac Cormack, 2004). 
A pesar de la cantidad de estudios enfocados en la determinación de actividad enzimática 
extracelular, la metodología en microorganismos eucariotas aún no es especificado a profundidad 
(Bou et al., 2011; Jackson et al., 2013; Y. Li et al., 2019). A diferencia de pruebas para procariontes 






Metodología general para observar actividad enzimática extracelular 
 
Nota: Pasos involucrados para desarrollar pruebas enzimáticas extracelulares. Adaptado de  
Vaughan et al. (2008). Tomada y modificada de www.biorender.com  
2.4.3. Identificación fúngica mediante métodos moleculares 
La identificación molecular inicia con la extracción de ADN a través de métodos 
moleculares con una muestra de la cepa (Nilsson et al., 2014). Intervienen los genes que codifican 
el ARN ribosomal que contienen espaciadores intergénicos transcritos (ITS) y secuencias 
espaciadores externas (ETS) (Korabecna, 2007; Krüger et al., 2012). También, la amplificación 
del ADN microbiano se efectúa mediante PCR y regiones ITS universales que permiten reconocer 
comunidades microbianas (Flores, 2010). Estas regiones luego de amplificar el ADN del hongo a 
través de PCR, se analiza en la electroforesis las bandas en el gel y su peso molecular (M. Zapata 




El método de identificación genotípica es más verídico y eficaz que el morfológico porque 
establece la taxonomía del microorganismo (Bou et al., 2011). Comparado con métodos anteriores, 
estudios confirman que esta técnica facilita la extracción de datos genéticos de comunidades 
microbianas en menor tiempo (Takamatsu y Kano, 2001; Yuko y Morimoto, 2010). Luego de 
amplificar una porción del ADN se clasifica acorde a su capacidad de resolución taxonómica 
(familia, género, especie) (Vásquez C et al., 2016). A su vez, estos fragmentos que amplifican un 
determinada región se definen como marcadores en los análisis genotípicos (Liu et al., 2015).  
2.4.3.1 Cebadores ITS 
Los datos moleculares presentan información detallada para establecer la taxonomía de 
organismos (Nilsson et al., 2014). Por ejemplo, los cebadores ITS (tabla 3) eliminan ADN 
contaminante de la PCR y determinan un fragmento específico en las secuencias de nucleótidos 
del microorganismo estudiado (Takamatsu y Kano, 2001). En realidad, la región ITS es más 
precisa para los datos moleculares de hongos y toman un rango de acuerdo a la longitud de sus 
regiones en la secuencia (Liu et al., 2015).  
Como mencionan Doaré Lebrun et al. (2006) aunque sirven como marcador molecular, se 
estudió que ITS no siempre establece una identificación exacta debido a su lejanía con otros 
taxones. Krüger et al. (2012) detallan una alta fidelidad a los resultados filogenéticos. Al igual que 
los datos presentados por Kittelmann et al. (2012) quienes ratifican que la secuenciación ITS 
desarrollada fue adecuada para la identificación del hongo. 
Tabla 3 
Secuencias de los cebadores ITS universales 
Cebadores Secuencia Referencia 




ITS1 5´-CTT GGT CAT TTA GA GGA AGT AA-3´ 
(Anderson et al., 
2003) 
Nota: Tomado de Liu et al. (2015) 
Los métodos moleculares permiten identificar microorganismos con potencial degradador 
(tabla 2) (Shah et al., 2008). De igual forma, las técnicas bioquímicas permiten conocer las enzimas 
involucradas en la fermentación (Vásquez C et al., 2016). En consecuencia, se puede desarrollar 
reactores que produzcan una enzima de interés identificada con las estrategias mencionadas.  
2.5. Proceso de fermentación sumergida 
2.5.1. Ventajas de la fermentación sumergida 
La fermentación sumergida permite un mejor monitoreo y facilita el manejo de este debido 
a que su proceso se realiza en presencia de agua (Singhania et al., 2010). Aparte del costo mínimo 
(a escala laboratorio) su bajo consumo de energía es muy significativo en comparación con la 
fermentación sólida porque el control de parámetros es muy importante en cuanto al tipo de 
fermentación a utilizar (Friedl, 2016).  
2.5.2. Condiciones de la fermentación sumergida 
Requiere una adecuada comprensión del crecimiento del microorganismo en el reactor 
(Singhania et al., 2010). Porque aquellas variables permite conocer el estado del microorganismo 
durante la fermentación (Macias Camacho, 2017). Del mismo modo pasa con el sistema de 
aireación, es crucial mantener un sistema homogéneo porque este permite el transporte de oxígeno 
y nutrientes del medio al microorganismo (Dary et al., 2012). 
            Los microorganismos difieren mucho con respecto al escenario implementado. Porque al 
proporcionarle condiciones específicas, produce metabolitos como resultado de los parámetros 




de los microorganismos son influenciadas mediante parámetros como el sustrato, pH, aireación, 
acceso a los nutrientes, temperatura, etc., (Singhania et al., 2010).  
El estudio de escenarios perfectos para la fermentación sumergida es complicado por las 
condiciones que amerita. Como mencionan Shah et al. (2008) existen experimentos a escala 
laboratorio donde usan la fermentación sumergida y otros métodos para degradar polímeros. 
2.5.3. Limitantes en la fermentación sumergida 
Existen variables que son motivo de preocupación debido a que en escala laboratorio son 
difíciles de controlar y pueden afectar su productividad. Los medios de cultivo son muy 
importantes porque estos poseen la fuente de carbono para el microorganismo (Singhania et al., 
2010). Por lo que encontrar los minerales adecuados es crucial para su desarrollo en el reactor, tan 
relevante como las condiciones en la fermentación (Sandhya et al., 2005).  
A diferencia de la fermentación sólida, la cantidad de nutrientes debe ser específica para el 
crecimiento del microorganismo debido a que una fuente de nutrientes baja produce rendimientos 
deficientes (Y. Zhang et al., 2016). El sustrato disminuye en función del tiempo de la fermentación 
y al suministrar medio provoca una contaminación al reactor durante su alimentación. 
2.6. Métodos para analizar el polímero residual 
2.6.1. Envejecimiento térmico 
Este método mecánico es fundamental porque proporciona cambios en las propiedades 
superficiales del material (Sáenz et al., 2007). La mayor ventaja de esta técnica es su 
descomposición porque las estructuras complejas son fracturadas permitiendo la observación 
microscópica, su análisis en dispositivos como el HPLC y ser asimilado por microorganismos 




2.6.2. Respirometría  
Un método eficaz para evaluar la degradación efectuada por microorganismos es la 
respirometría (Keener et al., 2001). A diferencia del anterior procedimiento, este proceso mide la 
tasa de producción de CO2, perdida de agua por evaporación, consumo de oxígeno en el 
microorganismo al proporcionarle ciertas condiciones de modo que mide parámetros biológicos 
derivados del organismo eucarionte influenciados por la materia prima y el crecimiento fúngico 
(figura 2) (Withers, 2001).  
Estos parámetros resultantes de procesos biológicos y fisicoquímicos, determinan la 
actividad degradadora de un microorganismo y los sistemas de respirometría analizan si la materia 
prima que usan como fuente de carbono fue consumida mediante los datos obtenidos (Pratt et al., 





Variables en degradación de residuos mediante fermentación 
 
Nota: Descripción general del proceso fermentativo para la degradación de residuos sólidos. 












MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1 Representación del sitio de estudio 
La presente investigación se formalizó en el laboratorio de Investigaciones Ambientales 
(LABINAM) y en el laboratorio de biotecnología Aplicada de la Universidad Técnica del Norte, 
ubicado en el campus San Vicente de Paúl (UTM 17N 821358.21 38400.30) en Ibarra en la calle 
Juan Montalvo y Cristóbal Colón, provincia Imbabura, Ecuador. 
3.1.1 Obtención de muestra biológica 
El muestreo se ejecutó en la estación Ecuatoriana Pedro Vicente Maldonado (figura 3) 
ubicada en la isla Greenwich, en la península Antártica (UTM, 21E 358573.85 3072791.82) y en 
las islas Dee (UTM, 21E 3075610 356252 y Barrientos (UTM 3077442 357803). Se sitúa a 10 
metros de altitud sobre el nivel del mar, además, se conservó los microorganismos aislados en 





Ubicación general de la investigación en la Antártida 
 
3.1.2. Aislamiento y conservación del ascomiceto antártico 
El ascomiceto fue seleccionado por manifestar bioactividad y un potencial desarrollo 
biotecnológico. Adicionalmente, el ascomiceto mostró capacidad para proliferar en un material 
sintético. Por tal motivo se conservó en la colección de cepas del laboratorio de investigaciones 
ambientales de la UTN, se mantuvo a -4ºC en completa oscuridad. Posteriormente, fue aislado por 
triplicado en cajas Petri, sembrando en cultivo de agar papa dextrosa (PDA), debido a la afinidad 




obtener una muestra sin contaminación. Luego, fueron incubados a temperatura ambiente (21ºC) 
durante 7 días con el fin de lograr un cultivo puro (Molar et al., 2013). 
3.2. Identificación de microorganismos eucariontes  
Estas pruebas permiten identificar ciertas características de un microorganismo con el uso de 
herramientas o equipos que establecen propiedades y las diferencian de otras especies (Tapia et 
al., 2008). Adicionalmente, se detalla pruebas específicas para hongos.  
3.2.1. Identificación microbianas mediantes características morfológicas 
El ascomiceto fue caracterizado a través de la observación macroscópica en el medio de 
cultivo. Es oportuno mencionar que este proceso se realizó usando la metodología descrita por 
Molar et al., (2013) con ligeras modificaciones, este procedimiento consiste en sembrar al hongo 
en medio de cultivo de Agar Czapek estandarizado con los siguientes reactivos: NaNO3 3 g, 
extracto de levadura 5 g, sacarosa 3 g, K2HPO4 H2O 1.3 g, MgSO4 7H2O 0.5 g, KCL 0.5 g, FeSO4 
7H2O 0.01 g, CuSO4 5H2O 0.005 g, ZnSO4 7H2O 0.01 g, agar 15 g, agua 1000 mL, ajustando un 
pH  de 6.3 y se esterilizó a 103kPa, 121ºC por 15 minutos. Posteriormente, mediante observaciones 
simples se establecieron las características macroscópicas más relevantes como su textura, color y 
forma (Yanes, 2013).  
También se efectuó una observación microscópica a través de técnicas de tinción (Bandh 
et al., 2011). Primero, se extrajo una cantidad de muestra con un capilar, luego, se colocó sobre el 
portaobjetos con una gota de azul de metileno. Después, se examinó en el microscopio óptico 
MCX50 sus características, forma y tamaño. Por otro lado, para una observación profunda se 





3.2.2. Identificación microbiana mediante pruebas bioquímicas 
Las pruebas bioquímicas se realizaron con el fin de establecer la actividad metabólica del 
microorganismo. En consecuencia, los ensayos efectuados fueron: ureasa, lipasa, celulasa, 
pectinasa, amilasa y estereasa. Para todas las pruebas se tomó como referencia los experimentos 
de Vaughan et al., (2008) donde se extrajo una alícuota de 200 uL y se colocó en un pozo con 5 
mm de diámetro fabricado con una punta estéril de micropipeta en la placa. Posteriormente, fue 
conservado a temperatura ambiente (21 ºC) por 72 horas. Después, se agregó 10 gotas del indicador 
correspondiente (rojo Congo, azul de metileno, Lugol, hexadecil trimetilamonio). Por último, se 
agitó hasta quedar completamente homogenizado, identificando la actividad enzimática con la 
presencia del halo. 
3.2.3.1. Ensayo enzimático extracelular ureasas 
Se preparó 60 mL de medio selectivo para detectar actividad ureasa el cual contenía 5 g/L 
de Triptona, 2.5 g/L de levadura, 1 g/L de glucosa y a la urea con 10 mg/L. También se ajustó a 
un pH de 6. Cabe recalcar que si la urea es comercial puede a filtrar en papel Whatman # 1. 
Posteriormente, se efectuó el proceso general descrito por Vaughan et al., (2008) y se determinó 
la actividad de la enzima ureasa. 
3.2.2.2. Ensayo enzimático extracelular lipasas 
Se elaboró el medio Tributirina agar con 10 g/L de agar, 10 g/L de Peptona, 3 g/L de 
Levadura, azul de metileno 1 mL, 10 ml/L de Tributirina, con pH de 6.5. Además, se adicionó el 
reactivo Tributirina posterior a la esterilización en la autoclave. Finalmente, se replicó el método 




3.2.2.3. Ensayo enzimático extracelular estereasas 
Se preparó un medio selectivo de 100 mL con 100 mg/L de CaCl2 2H2O, 5 g/L de NaCl, 
10 g/L Peptona y 10 mL/L de Tween 80. Aparte de eso, el Tween 80 se introdujo en el medio 
posterior a la esterilización en la autoclave donde se procedió a agitar hasta su asimilación 
completa. Después se repitió la metodología de Vaughan et al., (2008). Posteriormente, las cajas 
que presentaron el halo tuvieron actividad de la enzima estereasa. 
3.2.2.4. Ensayo enzimático extracelular celulasas 
Se realizó un agar estandarizado de 100 mL, con R2A Agar 20 g/L, carboximetilcelulosa 
(CMC) 1 g/L, NaCl 10 mL/L, Lugo 10 mL/L. De igual forma, se siguió el protocolo mencionado 
por Shivani y Kumar (2015) el medio de cultivo fue enriquecido con CMC. También se agregó 
2% p/v de Rojo Congo por 15 minutos. Después se generó el proceso de Vaughan et al., (2008) y 
las cajas que presentaron halo tuvieron actividad de las celulasas. 
3.2.2.5. Ensayo enzimático extracelular pectinasas 
Se estableció el agar con 100 mL de nitrógeno de levadura agar, levadura nitrógeno base 
6.7 g/L, pectina 10 g/L, agar 10 g/L, se ajustó a un pH de 7. Se desarrolló el método de Vaughan 
et al., (2008). Finalmente, con el reactivo hexadecil trimetilamonio se comprobó la actividad 
pectinasa. 
3.2.2.6. Ensayo enzimático extracelular amilasas 
Se preparó el medio con almidón agar 20 g/L. Con base en lo mencionado, se efectuó el 
protocolo de Vaughan et al., (2008). Asimismo, con el indicador Lugol se determinó la actividad 




3.2.3. Identificación microbiana mediante prueba molecular 
La identificación molecular se realizó en los laboratorios ID gen-Identificación Molecular, 
las muestras fueron aislados puros en caja Petri, el procedimiento para la extracción de ADN se 
realizó por métodos convencionales (M. Zapata et al., 2004) utilizando aproximadamente 100 mg 
de micelio. Luego se realizó electroforesis en gel de agarosa para evaluar la integridad y calidad 
del ADN. El ADN obtenido se diluyó hasta una concentración de aproximadamente 20ng/uL para 
la amplificación mediante la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). 
Se utilizaron los primers universales ITS1/ITS4 para la amplificación de hongos (IDGEN, 
2019). Los productos de PCR fueron purificados previo a la secuenciación por el método 
SANGER. Las secuencias obtenidas fueron limpiadas y ensambladas usando programas 
bioinformáticos. Se compararon las secuencias ensambladas con la base de datos de nucleótidos 
de GenBank del NCBI.  
3.3. Preparación de residuo sólido 
El material elegido para el experimento fue el polietileno de baja densidad (bolsa plástica). 
Debido a su estructura que permite disminuir su composición química mediante la degradación 
biológica. Las muestras de polímero sintético utilizadas fueron bolsas plásticas que se fabrican y 
comercializan por empresas ecuatorianas. También, en la preparación del material se realizaron 
cortes cuadrados de 5 cm2 en las bolsas plásticas, con un peso aproximado de 20 miligramos. Se 
registró los valores obtenidos en la balanza analítica Modelo VE-303.  
3.3.1. Tratamiento de envejecimiento térmico estandarizado 
Se efectuó el envejecimiento térmico a las muestras plásticas. Por esta razón, se introdujo 




minutos. Luego, se colocó en la estufa de secado a 50 ºC por 96 horas. Finalmente, se pesaron en 
la balanza analítica VE-303 y se registró la variación con respecto al primer pesaje (Nguyen, 2013). 
3.3.2. Medio y condiciones para la fermentación sumergida 
 En la fermentación sumergida se controla parámetros (temperatura, pH, agitación) que 
influyen directamente sobre el hongo. Además, los reactores fueron incorporados en un sistema 
donde se pudo inspeccionar sus variables. Cabe recalcar que se efectuó este proceso en un 
recipiente de cristal el cual se encontraba conectado a diferentes instrumentos a través de conductos 
para evaluar sus condiciones.  
3.3.3. Estandarización de medios para fermentación sumergida 
A partir de una búsqueda literaria de la composición de medios y su afinidad para los 
ascomicetos. Se propuso trabajar con los componentes establecidos por Prasanna et al., (2016). Se 
utilizaron 0.5 g nitrato de sodio, 0.01 g amonio sulfato, 0.25 g cloruro potásico, 0.25 g sulfato 
magnesio, 0.25 g fosfato di hidrógeno potasio, estos nutrientes fueron calculados para 250 mL de 
medio líquido. No obstante, se efectuaron cambios en sus elementos en consecuencia de los 
reactivos disponibles en el laboratorio de biotecnología aplicada, así como también en la 
concentración de carbono la cual fue modificada con la finalidad de que el ascomiceto asimile el 
plástico como nutriente, en consecuencia ello se varió la concentración de carbono en el medio 
para identificar si existe crecimiento pese a las condiciones proporcionadas al microorganismo 
antártico. 
3.3.4. Producción del inóculo para la fermentación 
La preparación del inóculo se realizó como mencionan Chávez et al., (2009) retirando un 
disco de agar con micelio (5 mm de diámetro) e introduciéndolo en un Erlenmeyer de 250 mL que 




el autoclave. Después, se incubó en completa oscuridad a 21 ºC durante 7 días en la incubadora 
agitadora (SCI FINETECH). Finalmente, para la inoculación se procedió a extraer la cantidad de 
1.5 mL del inóculo que representa el 4 % del volumen de trabajo total. 
3.3.5. Dimensiones y parámetros de operación en la fermentación 
Con el desarrollo del medio estandarizado, se estableció las condiciones adecuadas para el 
control del reactor. El fermentador constó de 3 entradas (figura 4), una entrada para el aire, otra 
para la salida de dióxido de carbono y una última para extraer muestra. Por otra parte, estuvieron 
conectados mediante mangueras plásticas con filtros de jeringa (0.22 micras) para evitar la 
contaminación.  
Las dimensiones del reactor corresponden a un volumen de 500 mL. Su altura es de 12 cm, 
y un diámetro de 8 cm. Sus orificios están diseñados para introducir oxígeno al hongo, de esta 
manera proporciona un intercambio gaseoso con el ascomiceto liberando CO2. De igual forma, se 
puede obtener un extracto líquido con la jeringa adherida. Adicionalmente, el dióxido de carbono 





Diseño de biorreactor e instrumentos utilizados para la fermentación sumergida 
 
Nota: Instrumentos para la medición de parámetros: (1) bomba de pecera, (2) Erlenmeyer de 100 
mL, (3) jeringa con filtro de 0.22 micras, (4) reactor de 500 mL. Tomada y modificada de 
www.biorender.com  
3.3.5.1. Temperatura 
El reactor se operó con base en las condiciones del laboratorio medido con un termómetro 
con valores que oscilan a una temperatura ambiente de 21 a 25 ºC, aproximadamente. Uno de los 
principales factores que influyen en el desarrollo de hongos es la temperatura (Mannaa y Kim, 
2017). Por esta razón, este parámetro en el reactor se mantuvo constante en 25 ºC. Además, para 




Asimismo, se privó de luz debido a que muchos hongos se desarrollan mejor en estas condiciones 
(Bacon Charles, 2018).  
3.3.5.2. El pH 
La medición de este factor es crucial debido a que un pH alto complica el desarrollo del 
hongo (Puerta, 2012). De igual forma, el pH inicial fue determinado a través de un potenciómetro. 
Sin embargo para el reactor se utilizó el método de (Pereira et al., 2007) con leves modificaciones, 
se extrajo una muestra de 10 mL con una jeringa acoplada al sistema (figura 4). Posteriormente se 
la depositó en un tubo de ensayo para medir su pH, se utilizaron cintas de pH (Macherey Nagel) 
para comprobar su resultado. Los datos fueron extraídos en los primeros días en la fermentación.  
3.3.5.3. Agitación continúa 
La agitación en el reactor fue proporcionada por una bomba de pecera con una capacidad 
máxima de flujo volumétrico de 2 L /min incorporada en un extremo del reactor (figura 4). Este 
facto es importante debido a que homogeniza el medio (Ciro et al., 2011). Igualmente, se incorporó 
mangueras plásticas para introducir el aire y mantener un burbujeo constante en la fermentación. 
Cabe recalcar que se usaron filtros de jeringa (0.22 um) para inhibir agentes contaminantes en el 
medio. 
3.3.6. Medición de la producción de CO2 
Se realizó la medición de CO2 utilizando el método de titulación. Utilizando la metodología 
de (Morales et al., 2019) con leves modificaciones se determinó el intercambio gaseoso en el 
medio. Además, la toma de muestras se efectuó diariamente. En primer lugar, se colocó en un 
Erlenmeyer de 100 mL, 10 mL de NaOH a 2.5 M (figura 4), conectados por un tubo plástico al 
fermentador. Después, cada 24 horas se adicionó en este matraz de 10 mL con la sustancia de 




Finalmente, al sobrenadante se le añadió dos gotas del indicador fenolftaleína y por titulación el 
HCl a 1 N hasta que se torne transparente el medio. Posteriormente, se tomó en cuenta algunos 
datos para establecer la cantidad de CO2 (ecuación 1) como el volumen de sobrenadante, volumen 
de HCl y la concentración del ácido (Keener et al., 2001).  
𝒍 ∗ 𝒎 ∗ 𝑷𝒎 = 𝑴𝒄𝒐  
Ecuación 1. Obtención de la masa de CO2.  
l=Volumen del titulante  
m=Molaridad del ácido  
Pm=Peso molecular del CO2  
Mco=Masa de CO2    
Con los resultados obtenidos en la medición de CO2 y de las pruebas bioquímicas realizadas se 
identifica la importancia enzimática de este microorganismo y las implicaciones registradas para 
su obtención. 
3.4. Análisis del escenario para el aprovechamiento del microorganismo 
De los 6 ensayos enzimáticos extracelulares se escogerá uno cuya actividad presente 
resultados positivos y cuyas características sean de importancia en la industria. Se indagará en 
busca de información sobre la enzima específica y posterior a ello se investigará su forma de 
obtención, sus aplicaciones industriales, equipos involucrados y aspectos económicos para un 
emprendedor, los bioprocesos comprendidos, las implicaciones legales en el Ecuador, las cuales 
pueden potenciar o limitar el desarrollo del escenario.  
Todos los puntos mencionados anteriormente son necesarios para efectuar una producción 
enzimática a nivel industrial factible. Para ello es importante efectuar un escalado a nivel 




Cabe recalcar que estos aspectos pueden variar al momento de escalar cada uno de los 
bioprocesos, por ejemplo, el tiempo de fermentación, los ensayos necesarios para efectuar el 
escalado, los rendimientos en comparación con otras cepas comerciales que producen lipasas, los 
aditivos aplicados dependiendo el producto a obtener. El apartado financiero conlleva las 
entidades, mercado, infraestructura y costos necesarios para ejecutar el proyecto. Finalmente se 
detallan las normativas medioambientales establecidas en la constitución nacional a cumplir. 
3.4.1. Análisis estadístico 
Se realizó el análisis estadístico en la herramienta SPSS Statistics 22 con valores de p 
inferiores al nivel de significancia no se consideraron estadísticamente significativos. 
Conjuntamente, se determinó los supuestos de normalidad mediante una prueba de Levene y 













RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
4. Caracterización de ascomiceto antártico 
4.1.1. Identificación morfológica del hongo antártico 
La principal dificultad en este proceso fue la contaminación presentada durante la réplica 
en el medio. Asimismo, las placas fueron contaminadas con bacterias motivo por el cual se 
introdujo gentamicina en el medio del hongo. Posteriormente, se observó un crecimiento exitoso. 
Finalmente, se identificó el ascomiceto antártico a través de procedimientos in vitro y se clasificó 
en base a su morfología (Figura 5).  
Figura 5 









Nota: Caracterización morfológica de Penicillium sp. (A) Estructura macroscópica del microorganismo (B) 
Parte trasera de la placa (C) Observación microscópica de conidios (D) Dibujo esquemático modificado de 
Álvarez y Estévez (2009) y obtenido de www.biorender.com.  
Las características morfológicas son determinantes para obtener la taxonomía en hongos. 
Se pudo observar la morfología del hongo determinando que corresponde a Penicillium sp. En A 
y B se identifica la parte superior y la vista inferior del hongo en la placa, su cuerpo fructífero con 
un aspecto esponjoso, color verde obscuro y con estructura algodonosa (Pereira et al. 2010). Se 
apreció colonias aterciopeladas con un reverso de color amarillo coincidiendo con lo planteado 
por Hemath et al. (2009) en su investigación. La coloración del medio de Penicillium sp., se tornó 
amarilla lo cual se diferencia de las cepas tal como plantea Tuthill et al. (2001) donde la tonalidad 
del medio se mantuvo. 
En el apartado C se aprecia un conjunto de conidios y conidióforos que coincide con lo 
reportado por Noman et al. (2018). A pesar de la gran cantidad presente, no se observa fiálide al 
microscopio. Por ende, en la opinión de Molar et al. (2013) la presencia de estas características 
depende del medio donde se desarrolle el hongo. Ramachandran et al. (2008) deduce que la 
presencia de conidios revela un micelio en estado adulto. Por otra parte, el indicador usado fue 





aplicó la tinción con azul de lacto fenol. Finalmente, en el apartado D, se presenta un esquema de 
las partes más importantes en microscopía de Penicillium sp. 
Las limitaciones más comunes en la caracterización morfológica es la amplia gama de 
ascomicetos que poseen estructuras superficiales idénticas (Tapia et al. 2008). Identificar sus 
estructuras asexuales, ramificaciones e irregularidades puede ser una tarea difícil (Álvarez y 
Estévez, 2009). Esto provoca una confusión al momento de determinar la taxonomía del hongo. 
Molar et al. (2013) expresa en su trabajo dificultades para clasificar al hongo, debido a una serie 
de contaminaciones en la placa por ello recomiendan pruebas moleculares para establecer la 
especie del microorganismo. 
4.1.2. Identificación molecular del hongo antártico 
Se amplificó la secuencia con cebadores ITS1/ITS4 (Tabla 3) determinando al 
microorganismo antártico con un 99.06% de identidad (Anexo 2). Dado que el porcentaje de 
identidad es bajo no se define la especie, pero pertenece al género Penicillium sp. (Tabla 4). 
Tabla 4 
Resumen de la caracterización molecular analizada por IDGEN 
Organismo Longitud (pb) Fragmento Identidad (%) Acceso NCBI 
Penicillium sp. 735 ITS1/ITS4 99.06 KU042998.1 
Nota: Fuente IDGEN (2019) 
La caracterización molecular permite encontrar la especie del microorganismo en estudio, 
de esta forma, se puede conocer sus propiedades y las condiciones para su desarrollo (Nilsson et 
al., 2014). En el caso de las investigaciones efectuadas por Flores (2010)  para amplificar un hongo 
utilizó ITS 1 e ITS 2, siendo determinantes para establecer su especie. Por otra parte, en el estudio 
de Badotti et al. (2017), se aplicó cebadores ITS para regiones específicas como la 5.8s del ADNr, 
donde se clasificó al hongo. Esto lo ratifica Zapata et al, (2004) en su investigación, donde muchos 




En la presente investigación se utilizaron los cebadores ITS 1 e ITS 4, amplificando un 
fragmento de 735 pb en la electroforesis (IDGEN, 2019). Este resultado se aproxima ejecutando 
los datos obtenidos por Molar et al., (2013) quien en su análisis del ADN amplificado obtuvo una 
longitud de 545 pb. No obstante, a pesar de que su secuencia se inclina a la división Ascomycota. 
Como postula A. Silva (2018), el porcentaje encontrado es menor al límite de identidad (100%) 
por tal motivo, el análisis bioinformático de especies no es convincente. En igual forma, esta 
evaluación fue realizada en un laboratorio privado por esta razón no se utilizó otro marcador 
molecular.  
Es importante mencionar que el enfoque principal de este estudio no es determinar su 
taxonomía a nivel molecular, motivo por el cual se descartó profundizar en la especie. Finalmente, 
se estableció que el microorganismo antártico corresponde a un Penicillium sp, y una vez 
identificado el hongo, se procedió a investigar las condiciones para efectuar las pruebas 
bioquímicas.  
4.1.3. Identificación bioquímica de hongo antártico  
Se procedió a realizar seis pruebas enzimáticas extracelulares donde se determinó la 
presencia de una enzima específica. En base, se encontró contingencia entre las pruebas realizadas 
y la cepa seleccionada (Anexo 3); esto quiere decir que el hongo produce únicamente ciertas 
enzimas (χ2=12.00; gl=5; p=0.035). Las enzimas producidas fueron lipasas, celulasas y proteasas, 
por otra parte, no se encontró producción de amilasas (Figura 6). 
Se desplegaron ensayos en medios selectivos para las enzimas del género Penicillium sp 
(Anexo 4). En investigaciones llevadas a cabo por Shivani y Kumar (2015), para efectuar ensayos 
enzimáticos es necesario un medio específico para que se produzca la reacción de los hongos sobre 




efectúan un cambio metabólico gracias a las enzimas secretadas por el microorganismo 
degradando el sustrato, dando como resultado un cambio en el medio de cultivo. Algunos ensayos 
presentaron un resultado negativo (Figura 6). Esto se debe a varios elementos. Vale la pena 
mencionar que el más significativo es que el microorganismo no excreta aquellas enzimas 
(Cujilema Quitio et al., 2018). Desde la perspectiva de Hasan et al. (2013) en su estudio recalcan 
que se debe a factores ambientales como temperatura 21ºC y pH de 6,5.  
Figura 6 
Resultados correspondientes al microorganismo antártico, en medios de cultivo selectivos. 
 
La ureasa manifestó 2 efectos positivos para Penicillium sp., el resultado negativo no 
presentó cambios en su estructura. Esto se asemeja a la investigación de Crippa et al. (2019) donde 
la mayoría de microorganismos eucariontes estudiados producen ureasa, sin embargo, cuando las 
condiciones no son adecuadas la enzima no es secretada. Rivas et al. (2009), para identificar ureasa 
utilizaron medios selectivos con urea comercial, de esta forma se presenta la enzima en la placa. 





















logrando secretar la enzima requerida. Loredo y Treviño et al. (2017) comprueban que la enzima 
con ciertas modificaciones en su medio, es la responsable de la hidrolisis de polímeros, como una 
herramienta eficaz para degradar materiales sintéticos. Sin embargo, son datos cualitativos, y se 
necesita profundizar para establecer el periodo donde el hongo alcanza su máxima actividad 
enzimática.  
Diversas investigaciones han demostrado que la mayoría de hongos son productores de 
lipasas Romero et al. (2017); Bornscheuer (2002); Cujilema et al. (2018). Según los resultados de 
Rivas et al. (2009) las especies que elaboran la enzima son Penicillium citrinum y Penicillium 
chrysogenum. La mayor concentración de lipasas se obtiene con una velocidad de metabolismo y 
una temperatura específica (Martínez et al., 2019). Se determinó que las lipasas se desarrollan a 
una temperatura de 25 ºC. Esto lo corroboran Macedo y Pio (2005) donde afirman que la máxima 
producción de la enzima se efectuó a 25 ºC..  
Las enzimas esterasas tuvieron más resultados negativos en las placas (Figura 6). Esto 
puede deberse a la falta de nutrientes presentes en el medio. Aguilar (2000) argumenta que cuando 
no se presenta la actividad extracelular se debe a la falencia de nutrientes en el medio empleado y 
que en valores cuantitativos su concentración es mínima. Ruiz (2002) en su investigación, utiliza 
fuentes de carbono con abundante glucosa como la pulpa de remolacha donde obtuvo un rango 
mínimo de producción. Morell Nápoles et al. (2014) sugieren que para obtener una producción 
considerable de esterasas se debe realizar en fermentación sólida con un sustrato específico como 
el bagazo de caña.  
La enzima celulosa presenta todos sus resultados positivos (Figura 6). Varios estudios 




Ramírez y Coha, 2003). De igual forma que las lipasas, la especie que elabora la enzima es 
Penicillium chrysogenum. Se puede identificar la especie de Penicillium sp.      
Vázquez Montoya et al. (2020) sugieren se desarrolle la actividad enzimática en 
fermentación sumergida utilizando carboximetilcelulosa a temperatura ambiente para obtener 
mejores resultados. No obstante, otros autores como Dary et al., (2012) han estudiado el efecto de 
añadir otro tipo de sustratos como residuos agroindustriales obteniendo buenos resultados. Bae y 
Shoda, (2005) quienes estudiaron el efecto de incrementar los polisacáridos dentro del medio 
mineral, afirman que se reduce el riesgo de producir otro compuesto pues los polisacáridos solubles 
inducen la producción de celulosa. 
Existe actividad pectinasa en todas las pruebas (Figura 6). En estudios elaborados por 
Crippa et al. (2019) establecen que el ensayo enzimático puede ser efectuado tanto en bacterias 
como en hongos. Este resultado permite evidenciar que la enzima reacciona eficiente frente al 
medio (Vaughan et al., 2008). Barragán et al. (2014) afirman que se obtienen mejores resultados 
de extracto crudo de la enzima a una temperatura de 6,5 a 35 ºC y un pH de 6,5 y 8,5.  Silva et al. 
(2004) sugieren realizar la ultrafijación en la fermentación sumergida tomando en cuenta las 
limitantes mencionadas, adicionando el tiempo de exposición en el reactor como un restrictivo en 
la producción de pectinasa. 
Se evaluó que no existen amilasas por parte de Penicillium sp., (Figura 6). Esto se debe a 
que la producción de amilasa se desarrolla bajo ciertas condiciones específicas de temperatura y 
pH (Garza et al., 2011). Crippa et al. (2019) afirma que para obtener amilasas, disminuyeron el pH 
con HCl porque un elevado pH limita la producción enzimática. Los resultados de la investigación 
se efectuaron a una temperatura de 25 ºC. Esto coincide con lo logrado por Mahapatra y Banerjee 




4.2. Análisis de parámetros involucrados en la degradación de residuo sintético 
4.2.1. Evaluación del crecimiento fúngico en medios estandarizados 
Se evaluó el crecimiento del hongo a distintas concentraciones de carbono (figura 7). Se 
apreció los principales resultados a las 120 horas, como era de esperarse el mejor rendimiento es 
con el porcentaje de carbono al 100%. Sin embargo, a pesar de las limitaciones nutricionales en el 
medio se observó que existe un leve desarrollo del microorganismo. Finalmente, se efectuó un 
ANOVA con una significancia de 5%.  Se hallaron diferencias significativas en el crecimiento del 
ascomiceto con respecto al medio (𝜀 = 5,77𝐸 + 11; gl=1; p= 0,02).  
Figura 7 
Cinética de crecimiento del microorganismo con diferentes porcentajes de carbono 
 
Se encontró que el porcentaje menor se ve influenciado por retirar el carbono del medio 
(Figura 7). Se valoró los resultados de Koul y Singh (2017) donde presentan que estadísticamente 
el crecimiento del hongo con bajas proporciones de carbono disminuye el periodo de crecimiento 























et al. (2010) donde argumentan que el efecto de la fuente de carbono del medio es relacionado con 
el nivel de nitrógeno presente, por esta razón, la producción de conidios es proporcional a la 
relación carbono-nitrógeno utilizado en fermentación. En definitiva se determina que el hongo se 
desarrolla sin fuente de carbono pero lentamente. 
4.2.2. Tratamiento de envejecimiento térmico estandarizado  
  Mejias et al. (2010) mencionan que la estructura de los polímeros se modifica 
dependiendo de las condiciones aplicadas al residuo durante el tratamiento. Al incrementar la 
temperatura este puede descomponerse y permitir que el microorganismo lo asimile como fuente 
de carbono en menor tiempo (Gu, 2003). El procedimiento fue estandarizado de Espinoza, (2018) 
debido al periodo de calor, maquinaria y el lapso de tiempo que necesita. Los recortes de plástico 
se contrajeron, otorgando un aspecto inconsistente y arrugado. 
4.2.3. Análisis de factores físicos durante la fermentación  
  Se encontró contingencia en los datos de pH obtenidos de Penicillium sp., en la 
fermentación (χ2 = 3.0;  gl = 1;  p =  0,025 ). Por otro lado, se evaluó los valores determinando 
que se aproximan entre el control y el reactor en los primeros días (Figura 8). La información 
coincide con Pereira et al. (2007) donde enfatiza que el pH inicial se encuentra en su punto menor 





Variación de pH del medio durante la fermentación 
 
Por otro lado, a partir del día 6 se aprecia una tendencia en el reactor como lo reportado 
por Yuzbashev et al. (2010) que en condiciones aerobias se producen metabolitos secundarios que 
intensifican el pH. Otro factor a tomar en cuenta es la dependencia del pH con respecto al sustrato 
(Figura 8) como describe Puerta (2012) quien sugiere que se establezca un medio de cultivo 
eficiente para el desarrollo del microorganismo o la producción de un metabolito específico 
Por otra parte, el medio de cultivo es una variable importante en la fermentación. Como se 
examinó en la figura 8, los minerales del medio son importantes para el crecimiento del hongo 
(Bornscheuer, 2002; D’Annibale et al., 2006). Los microorganismos necesitan desarrollarse y 
producir metabolitos secundarios mediante la asimilación de un sustrato específico (Tabla 2). Se 
observó una turbidez en el medio del reactor, pero aunque presente esta característica no significa 
que el hongo acepta al residuo como su fuente de nutriente (Espinoza, 2018; Leal et al., 2010; 





















Cuando se extrajo el material sintético, se pudo examinar una cantidad de biomasa en el 
medio y las muestras. Al detener la agitación, se acumulan los sedimentos en el fondo del medio 
(Rietl et al., 2016). Aquellas observaciones concuerdan con Espinoza, (2018) donde se apreció un 
cambio en la estructura del polímero y también en el medio. Todas estas variables se observaron 
en los reactores de degradación, sin embargo, las del control no presentaron una turbidez 
significativa. 
Se controló la temperatura ambiente con un compartimiento donde se mantuvo los 
reactores a 25 ºC. Parra et al. (2019); Romero et al. (2017) argumentan que una temperatura ideal 
permite el crecimiento óptimo de los microorganismos. Para producir ciertos tipos de metabolitos 
y generar actividad enzimática el rango de este parámetro oscile entre 25 a 40 ºC (Puerta, 2012). 
Los valores no pueden disminuir de los límites debido a que el hongo se manifiesta en ambientes 
con cierto grado de humedad. 
4.2.4. Cuantificación de CO2 mediante titulación 
  La medición de CO2 demostró que no existieron diferencias entre la degradación y el 
control (figura 9), incluso a pesar de que los cambios observados en el CO2 tuvieron un 
crecimiento estándar. 
Figura 9  





A pesar de que los resultados estadísticos con respecto al potencial degradador del hongo 
no fueron los esperados (Anexo 4), debido a que la oscilación ente el ensayo y el control fue 
mínima, no hubo diferencias significativas. Sin embargo, la importancia del microorganismo 
radica en su rápido crecimiento y en su producción de enzimas de las cuales destacan 
principalmente las lipasas cuya exhibición tanto en placas Petri como en el medio fue evidente. En 
la bibliografía revisada se establece que poseen una gran importancia industrial (Aceves y 
Castañeda, 2012).   
Aquellos microorganismos con un alto potencial para sintetizar enzimas son 
imprescindibles porque son aprovechados por las industrias y a su vez pueden ser extraídos en las 
mismas zonas donde fueron ubicados. De hecho, la principal ventaja de ellas es que contribuye al 
proceso de economía circular (Valencia, 2021). Esto lo efectúa aprovechando los residuos 
generados por las agroindustrias introduciéndolos como nutriente para el desarrollo de un 
microorganismo específico, dando como resultado una disminución significativa en los desechos. 




utilizó para degradar residuos agroindustriales como el bagazo de caña generando una alternativa 
más eficaz y sostenible a las químicas comúnmente usados para erradicar el residuo. 
4.3. Análisis del escenario para el aprovechamiento del microorganismo  
 En el estado ecuatoriano existen empresas que se dedican mayoritariamente a la 
importación de productos para implementarlos en alimentos, tratamientos de aguas, síntesis de 
ésteres, hidrolisis de grasas para fabricar detergentes, etc., (Castañeda y Aceves, 2012). Además, 
las enzimas que produce el hongo antártico estudiado, son pocas las aplicaciones que presentan 
ventajas en la industria dentro del territorio ecuatoriano. Por ello, se realizó un enfoque teórico 
sobre los mecanismos de operación, mercado, entidades financieras, aspectos jurídicos y la 
sostenibilidad de la empresa en el Ecuador. 
Con los resultados obtenidos en el apartado 4.1.3 se concretaba que la enzima cuya 
actividad extracelular es significativa y se encuentran presentes en el microorganismo antártico 
son las Lipasas. A continuación, se detalla los pasos para la obtención de enzima lipasa por medio 
del hongo Penicillium sp. A partir de una evaluación a escala laboratorio se identificaron los 
equipos, bioprocesos y procedimientos legales involucrados en su producción. Las lipasas (EC 
3.1.1.3: triacilglicerol acil hidrolasas) son moléculas que pertenecen al grupo de enzimas cuya 
importancia radica en su potencial como biocatalizador el cual permite su uso en diferentes campos 
industriales (Moreno Perez, 2015; Paz y Garcia, 2017). De hecho, gracias a sus condiciones 
controlables y gran demanda en la elaboración de productos por medio de sistemas naturales, son 
considerados relevantes en el mercado mundial como aditivos alimentarios, saborizantes, 
medicamentos, fabricación de compuestos tenso activos, entre otros (Burkert et al., 2004; Diez y 




4.3.1. Comercio de lipasas  
 Hoy en día se comercializa 200 clases de 4000 enzimas conocidas (Lascano, 2018). No 
obstante, el costo de los bioprocesos involucrados en purificación e inmovilización se acercan al 
80% del valor total obtenido (Eby y Peretti, 2015). Dado que los valores limitan su ejecución 
comercial, solo el 5% se logra producir a escala industrial. Esto se puede notar en la producción 
de enzimas a nivel mundial la cual es inducida por compañías donde se manipula genéticamente 
las moléculas como por ejemplo en USA, Holanda, Dinamarca, Suiza, etc. (Tabla 5) (S. Li et al., 
2012; Paz y Garcia, 2017).  
Tabla 5  
Aplicaciones industriales de lipasas 
Industria Aplicación Producto Compañía Referencia 
Farmacéutica Hidrólisis Ayudantes digestivos Novozymes (Brown et al., 
2013) 




Inductor de sabores en 
alimentos tanto sólidos y 
líquidos. 
Amano (Amano Enzyme, 
2021; Houde et 
al., 2004) 
Detergentes Hidrolisis de 
grasas 
Erradicación de manchas en 
tejidos y síntesis de 
compuestos orgánicos. 
Mannheim (Monteiro et al., 
2021; Paz y 
Garcia, 2017) 
Química Síntesis de 
compuestos 
Oleo químicos e 
hidratantes. 
Biocatalysts (Kartal y Kilinc, 
2012) 
Modificado de (Divakar, 2013). 
4.3.2. Perspectiva del emprendedor 
Toda microempresa necesita de un capital circulante, en el Ecuador la creación de una 
empresa con fines de producción de enzimas para uso industrial debe cubrir las necesidades 
primordiales y recuperar lo invertido al final del proceso (Pérez y Pérez, 2006). Se indagó 




instituciones bancarias que ofertan créditos en el Ecuador requieren cierto tipo de documentos para 
realizar los trámites correspondientes (Mora, 2018). 
Para obtener el capital, el solicitante debe cumplir ciertos términos legales. Como por 
ejemplo, encontrarse adjunto a algún sector económico, de bienes o servicios. También debe ser 
una persona natural o jurídica cuyas actividades sean públicas y comprobadas mediante el Servicio 
de Rentas Internas. Al respecto conviene decir que ser calificado y etiquetado como un 
emprendedor legible es un paso muy importante debido a que aumentará el rango de crédito a 
solicitar. Finalmente, para obtener el préstamo es necesario efectuar la documentación 
correspondiente en algún establecimiento financiero nacional (Arcos, 2016).  
4.3.3. Inoculación previa a la producción de lipasas 
             El estudio a escala laboratorio con la inoculación de Penicillium sp., a volúmenes iniciales 
de 100, 250 y 1000 ml, es esencial para comprender los parámetros iniciales en la obtención de 
enzimas a nivel industrial (Leal et al., 2010; Y. Li et al., 2019). En primer lugar un escalado 
empieza con 0.1 a 1m3, a continuación 1 a 10 m3 y finalmente 10 a 100 m3 con un inóculo de 2-
20% (v/v). Posterior, se identifican los métodos necesarios para la producción de lipasas los cuales 
se dividen en: pretratamientos, fermentación y obtención de enzimas (Alcivar et al., 2020).  
4.3.4. Microorganismos productores de lipasas 
 Mediante una extensa revisión bibliográfica se comparó el resultado de lipasas obtenidas 
por varios microorganismos en diferentes sustratos, incorporando otros nutrientes al medio (Tabla 
6). Se identificó los aditivos y factores que inducen la producción de enzimas. No obstante, el uso 
de los agregados en la industria corresponde a una pérdida económica. Como asegura Alcivar et 
al. (2020), al añadir otros componentes como el aceite de oliva al sustrato puede perjudicar la 




Castañeda (2012), ratifican que los elementos extras son conocidos como inductores que permiten 
el desarrollo del microorganismo en residuos agroindustriales.  
Tabla 6 







Aceite de coco 
Residuos de frijol  
Aceite de oliva 
1934 U/g 
 
14,4 U /ml 
(Kunamneni et al., 2015) 
(Brooks y Asamudo, 2011) 
Cándida cylindracea 
Aceite de oliva 
Residuos caña 
9,23 U/ml (D’Annibale et al., 2006) 
Penicillium sp 
Aceite de oliva 
4-Nitrofenilo 
22,82 U /ml (Pandey et al., 2016) 
Pseudomonas n-alcano 25 U/ml (Kanwar et al., 2002) 
Botryosphaeria ribis Aceite de soja 105,6 U/mg (Messias et al., 2009) 
 
4.3.5. Residuos agroindustriales en Imbabura 
 A pesar de que en Imbabura se producen diferentes tipos de sustratos agroindustriales, es 
sustancial conocer que los cultivos con mayor producción en la provincia son el tomate de árbol y 
la caña de azúcar. Sin embargo el tomate de árbol no genera tantos desechos como la caña (ESPAC, 
2014). De hecho, aquellos productos derivados de la caña conocidos como bagazo no son 
aprovechados, provocando daños al ambiente con su acumulación.  
Es importante mencionar que la ubicación para la industria fabricadora de lipasas se situaría 
en el cantón Urcuquí, debido a que en aquel sector existen amplios terrenos con cultivos de tomate, 
frejol y caña de azúcar que conciernen a la familia del autor. Adicional a ello, la organización se 




analizan la biomasa residual para diferentes actividades como combustión, bioetanol y energía 
(Quinteros, 2020). Se establece al bagazo como sustrato agroindustrial para la obtención de lipasas 
(Pineda et al., 2015). Lo anterior no quiere decir que se requiera de un simple sustrato para fabricar 
lipasas, al contrario, necesitan de otras materias primas y vitaminas, como el fosfato di potásico, 
sulfato de magnesio y nitratos en diferentes bioprocesos. 
4.3.6. Fermentación  
El microorganismo Penicillium sp., fue seleccionado por su facilidad de proliferar en 
diversos sustratos y adicional es un buen productor de lipasas (Crippa et al., 2019). Al contrario 
de lo redactado por Paz y Garcia (2017), quienes refutan con sus resultados que Aspergillus niger, 
es mejor productor de lipasas pero en operaciones a escalada laboratorio. A pesar de ello, se aplica 
la fermentación sumergida en un reactor fed-batch de 10 L con escenarios específicos (Tabla 7). 
De hecho, este proceso es más recomendado para bacterias que hongos, sin embargo Cueto et al. 
(2014), arguye que se elige el método para obtener un mejor producto mediante filtración de 
biomasa. Incluso puede añadirse lo citado en varias investigaciones que utilizan la fermentación 
para aumentar el rendimiento y producto final de la enzima sin la influencia de inductores (Dary 
et al., 2012; R. González, 2018).  
Tabla 7  
Variables operativas presentes en la producción de lipasas a escala laboratorio 
Variables Influencia Nivel límite Nivel óptimo Nivel límite 
pH Desnaturalización 
de la enzima si no 
es examinada 
adecuadamente 
8  9 ± 0.5 10 
Temperatura (ºC) 10 25±5  35 
Tiempo de 
incubación (h) 
12 24 36 




En estudios llevados a cabo por Brooks y Asamudo (2011); Kunamneni et al. (2015); 
Pandey et al. (2016), argumentan que los factores señalados anteriormente son críticos y 
comprometen el escenario porque cualquier modificación en ellos perjudica el desarrollo del 
microorganismo y por ende la obtención del producto (Romero et al., 2017). En consecuencia, es 
necesario seguir una serie de operaciones para su correcta obtención (figura 10).  
Figura 10 






Purificador enzimático    
(NH4)2 SO4





Figura 10. Proceso general para la creación de lipasas a partir de la fermentación.  
La operación fed-batch tuvo mayor duración por las transformaciones que emplea. Para el 
correcto funcionamiento se mantiene en constante adición el aditivo mencionado anteriormente 
(q=0.1 g ácido oleico/(tiempo de fermentación)) con una biomasa final de 8g/L y una 




nutriente es clave ya que como afirman Paz y Garcia (2017), en la dosificación de fuentes de 
nitrógeno como el sulfato de amonio con 2% (p/v) el contenido total de lipasa obtenga un 10% 
excediendo al de otras investigaciones como Loredo y Treviño et al. (2017), donde aseguran tiene 
un incremento de 6-8 % de enzima con respecto a la proteína total.  
Es importante mencionar que en el proceso se eliminan un 90% de la biomasa del medio, 
se ejecuta una centrifugación donde a 3500 rpm por 10 min y la filtración a 2º C permiten la 
obtención de un producto puro (Diorio et al., 2003). Paz y Garcia (2017), afirman que el cambio 
en la temperatura influye no solo en la inhibición, también puede provocar una desnaturalización 
parcial de lipasas. 
Antes de obtener el producto final es necesario inmovilizar la enzima con alginato para 
poder reutilizarla (Figura 10). Asimismo, un lavado con hipoclorito de sodio al 5% permite que la 
enzima inmovilizada pueda pasar a distribuirse sin la necesidad de una filtración, al contrario de 
lo que consideran Silva et al. (2004), debe aplicarse un lavado y secado para eliminar sustancias 
comprometedoras con el rendimiento del producto.  
Se necesita que el producto se encuentre libre de otras sustancias para la verificación de 
lipasas. El proceso puede ser efectuado por espectrofotometría donde se aplica la titulación en el 
medio con soluciones de NaOH a 0.05 N y HCl N. 
El análisis de varianza de una vía (ANOVA) de diseño completamente al azar con un nivel 
de significancia de 5% (p = 0.05) determina el mejor rendimiento de lipasas. Lo cual coincide con 
los estudios de Sharma et al. (2009), presentando una producción máxima de las enzimas en un 
rango pH de 9 ± 0.5 y a una temperatura ambiente, en la región Sierra del Ecuador. Finalmente se 
etiqueta y almacena el producto en depósitos con completa oscuridad entre los 10-20º C en 




4.3.7. Implicaciones legales y ambientales sobre productos biotecnológicos en el Ecuador 
 El desarrollo de productos biotecnológicos en el país ha arribado como una estrategia en 
la matriz productiva. Se afirma que, con el fin de promover la investigación en diferentes campos 
se definieron las condiciones y límites para el manejo de recursos de acuerdo a lo redactado en la 
constitución (Constitución de la República del Ecuador, 2008). 
 Como lo menciona la constitución en el Art.15. Uso de Tecnologías limpias y no 
contaminantes. “El Estado inducirá, al sector público y privado, el uso de tecnologías 
ambientalmente limpias y de energías alternativas no contaminantes y de bajo impacto. La 
soberanía energética no se alcanzará en detrimento de la soberanía alimentaria, ni afectará el 
derecho” (Constitución de la República del Ecuador, 2008). En efecto, se establecen las limitantes 
ambientales para que el paradero de desechos en las industrias no perjudique los recursos naturales. 
 Igualmente con respecto al área de trabajo se observa lo decretado en el Art. 319.- “Se 
reconocen diversas formas de organización de la producción en la economía, entre otras las 
comunitarias, cooperativas, empresariales públicas o privadas, asociativas, familiares, domésticas, 
autónomas y mixtas” (Constitución de la República del Ecuador, 2008). De esta manera, se define 
el bien de la población y su entorno, no obstante las personas naturales pueden ser parte del 
personal en la industria generando y garantizando el empleo. 
4.3.8. Manejo del impacto ambiental en el Ecuador 
 En los últimos años, la biotecnología ha intentado surgir como un método para el 
desarrollo de la investigación en nuestro país. Sin embargo, los lineamientos presentes en la 
legislación ecuatoriana así como también los tratados internacionales dan prioridad al ambiente y 




genéticos teniendo en cuenta las normas manifestadas en la ley sobre prohibiciones en el campo 
industrial. 
 El Ecuador mediante sus entidades como el Instituto Nacional de Investigaciones 
Agropecuarias (INIAP) junto con otras organizaciones adscritas como el Instituto nacional de 
Biodiversidad y el Ministerio de Ambiente, definen las bases para empresas públicas o privadas 
con normas creadas a través del Decreto Ejecutivo No. 245 en el cual se transmite lo siguiente: 
Tabla 8  
Resumen de los lineamientos emitidos por organizaciones ecuatorianas 
Entidad Artículos Decretos Referencia 






Aunque se promueve el establecimiento de 
entidades óptimas para el desarrollo de 
productos y también que se ampare la 
integridad del Ecuador, aun así, en lo 
estipulado en el artículo 73 se restringe 
actividades o establecimientos que 
perjudiquen la biodiversidad y al 










El ente principal otorga los permisos con 
respecto al desarrollo de productos en 
conjunto con la autoridad ambiental 
nacional. No obstante, es aplicado un 
impuesto económico equivalente al 
porcentaje de ingresos obtenidos para 




Orgánico de la 
Economía 














Se prohíbe todo tipo de producto o servicio 
que atente contra la soberanía del 
ecosistema. Además, se implementará las 
sanciones judiciales correspondientes por 
perjuicios. De hecho, los costos atribuidos a 
los daños ambientales son extravagantes. 
Por este motivo, se busca fomentar 
programas de investigación bioéticos que 












 Debido a las exigentes reglas ejecutivas la biotecnología cuyo fin es fomentar la 
investigación en el ámbito económico, social, salud y ambiental es detenida por la población y el 
estado con el fin de conservar la biodiversidad (MAE, 2015). Como si fuera poco, un factor clave 
de los reglamentos es el desconocimiento que obstaculiza el desarrollo de la biotecnología en el 
país y nos diferencia de otros países en los campos mencionados. 
4.3.9. Control de desechos y riesgos en el ambiente de trabajo 
 Comprender los riesgos de manipular microorganismos o elementos cuyo contacto es 
propenso a transmitir enfermedades es importante cuando no se implementa las normas y 
herramientas de seguridad adecuadas (Bejarano, 2015). Como se menciona en el Art. 66. “Los 
riegos biológicos, dicta que todo trabajador expuesto a virus, hongos, bacterias, insectos, ofidios, 
microorganismos, etc., nocivos para la salud, deberán ser protegidos en la forma indicada por la 
ciencia médica y la técnica en general. Con respecto a la provisión de suero antiofídico, se lo 
aplicará con lo dispuesto en el Art. 424 (435) del Código del Trabajo” (Constitución de la 




 Al usar maquinaria u otras herramientas complejas, todo el personal debe ser capacitado 
únicamente por profesionales en el área para un adecuado manejo de equipos y la correcta gestión 
de sus subproductos debido a que también poseen cierto grado de peligro. La gestión de desechos 
peligrosos es evaluada por la normativa ambiental No.061 (2015) donde priorizan la sustancia por 
su magnitud y con base en ello, determinan el paradero final de éste.  
4.3.10. Gestión de productos en el sistema ecuatoriano de calidad 
 La gestión de la calidad en Ecuador avala la inocuidad de los servicios y productos 
mediante el acatamiento de tareas garantizando que los requisitos de calidad del producto trabajado 
por auditores, normas ISO, ARCSA y buenas prácticas de manufactura (BPM) sea aprobado a 
través de un certificado (Muñoz, 2017). De hecho, es importante mencionar que en el sector pueden 
ejercer su perfil profesional técnicos en biotecnología y gestión ambiental que valúen la calidad 
del bien y servicio, impulsando su productividad, así como también el bienestar de los 
consumidores (ARCSA, 2018). 
 El MIPRO como organismo que dirige el sistema de la calidad nacional, podrá ejecutar e 
implementar políticas, donde con obligatoriedad se ejecuten las destrezas emanadas del Comité 
Interministerial de la Calidad y velar por la gestión del Organismo de Acreditación Ecuatoriano 
(OAE), Instituto Ecuatoriano de Normalización (INEN), del Organismo Oficial de Notificación y 
de las entidades e instituciones públicas que, en función de sus competencias, tienen la capacidad 
de expedir normas, reglamentos técnicos y procedimientos de evaluación de la conformidad 
(Ministerio de Industrias y Productividad, 2014).  
 El análisis de documentos normativos que involucran temas de comercialización en el 
Ecuador es sumamente importante debido a la elaboración de escritos reglamentarios se garantiza 




de la demanda mundial de enzimas que buscan mejorar la calidad de vida, países latinoamericanos 
como Ecuador sufren del robo de conocimiento y recursos que perjudican al ecosistema (Espinoza, 
2018; Lascano, 2018). La incorporación de normativas en la constitución del Ecuador respalda la 
conservación de la biodiversidad y contribuyen a ejercer la bioética en el área industrial. No 
obstante, el peyorativo manejo de lineamientos regulares, limita los diferentes campos de 


















CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
5.1       Conclusiones 
El microorganismo antártico fue identificado mediante técnicas morfológicas, bioquímicas y 
moleculares como Penicillium sp con un porcentaje de identidad del 99,06%. 
La caracterización bioquímica encontró contingencia entre las pruebas cualitativas realizadas 
con un p valor menor al de significancia (p=0.035), dando como resultado la presencia de 
ciertas enzimas al identificar el hongo antártico. 
La estructura del polímero sintético no tuvo deformaciones luego de efectuar el envejecimiento 
térmico a 50ºC por 96 horas. 
 Luego de la fase de experimentación no se pudo demostrar cuantitativamente que el hongo 
antártico tiene potencial degradador de residuos sólidos debido a que no son significativamente 
diferentes (F=6,393), no obstante, se encontró evidencia en el medio de cultivo sobre la 
actividad metabólica del hongo, formación de hifas, turbidez y aroma, los cuales pueden servir 
para futuras investigaciones. 
La fermentación a los 37 días permitió observar metabolitos secundarios en el medio los cuales 
pueden ser punto de partida para otros trabajos que efectúen metodologías con base en 
reactores, metabolismo y obtención de biomasa. 
A pesar de las limitaciones legales, los datos recolectados en el escenario teórico enfocan la 
implementación de una industria productora de lipasas y sus derivados en la provincia de 




la misma vanguardia tecnológica que países como Estados Unidos donde tienen acceso a 
maquinarias y productos que no se fabrican actualmente en nuestro país.  
5.2       Recomendaciones 
En el caso de caracterizar bioquímicamente un microorganismo de preferencia elegir un 
procarionte, por la facilidad de obtención y la cantidad de ensayos existentes. 
En caso de efectuar un envejecimiento térmico, se recomienda incrementar la temperatura (200 
ºC) y el periodo de prórroga (20 días).   
Es importante realizar un análisis enzimático cuantitativo para evaluar la productividad de 
lipasas con respecto a otras cepas comerciales. 
Se sugiere investigar las rutas metabólicas del microorganismo y de los genes que participan 
para detectarlos molecularmente. 
Prolongar el tiempo de fermentación en el reactor con el propósito de identificar cambios en 
el medio, biomasa, sustrato y también para que el microorganismo en estudio asimile los 
nutrientes. 
La técnica de respirometría no es la única para evaluar la masa de CO2, se sugiere realizar más 
estudios para evaluar la degradación como la observación de la superficie del polímero con 
microscopia de barrido y la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier que evalúa 
grupos funcionales presentes en la muestra. 
Profundizar en la clasificación de taxonomía hasta especies, con primers ITS 1 e ITS2 para 
identificar a Penicillium sp.  
Se recomienda realizar muestreos en otros ecosistemas para comparar rendimientos de CO2, 




Para futuras investigaciones se sugiere implementar un micro ensayo de los bioprocesos para 
la obtención de lipasas, ajustando los datos del purificador, filtrador, centrifuga y fermentación 
a escala laboratorio. 
En el apartado teórico identificar factores ambientales que beneficien los bioprocesos 
involucrados en la producción de lipasas. 
Establecer un análisis de mercado para el correcto funcionamiento de la empresa tomando en 
cuenta otros aspectos importantes como la matriz productiva, proveedores, competencia, 
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Anexo 1  



















Anexo 2  
Observación del gel de electroforesis donde se identifica los amplicones obtenidos de la PCR 
con marcadores moleculares ITS 
 
Nota: El Penicillium sp., corresponde a la muestra H65 obtenida por IDGEN, 2019. 
 
Anexo 3 







Anexo 4  














Resultados de pruebas bioquímicas aplicadas. A) Test de amilasa B) Pectinasa C) Estereasa D) 




 Prueba estadística de esfericidad aplicada en los datos de medios de cultivo con ausencia de 
carbono 















tratamiento 45,252 5 ,334 ,335 ,333 
  
 
Anexo 6  
Prueba de efectos dentro de sujetos aplicado a los datos de crecimiento 
Pruebas de efectos dentro de sujetos 
Medida:  crecimiento      
Origen 




promedio F Sig. 
tratamiento Esfericidad 
asumida 
5,77E+11 3 1,92E+11 10,601 ,001 
Greenhouse-
Geisser 
5,77E+11 1,003 5,76E+11 10,601 ,022 
Huynh-Feldt 5,77E+11 1,005 5,75E+11 10,601 ,022 
Límite 
inferior 
5,77E+11 1,000 5,77E+11 10,601 ,023 
Error(tratamiento) Esfericidad 
asumida 
2,72E+11 15 1,82E+10     
Greenhouse-
Geisser 




Huynh-Feldt 2,72E+11 5,025 5,42E+10     
Límite 
inferior 
2,72E+11 5,000 5,45E+10     
       
 
 
Anexo 7  
Evaluación de factores internos de un reactor industrial 
 





Anexo 8  
Análisis de la varianza para la medición de CO2 














Entre grupos 0,031433892 1 0,031433892 6,39351462 0,01358525 3,97022958 
Dentro de los 
grupos 
0,363823055 74 0,004916528    
       
Total 0,395256947 75     
 
 
 
 
 
 
 
 
